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CELLULES MODIFTEES AU NIVEAU DU CATABOLISME DE LA BETAINE. 
PREPARATION ET UTILISATIONS. N OTAMMENT POUR LA PRODUCTION 
DE METABOLITES OU D^RNZVMRR 

La presente invention ccmceme des cellules modifiSes au niveau du 
5 catabolisme de la b&taihe, leur preparation et leur utilisation, notamment pour la 
production am61ioi6e de m6tabolites et/ou denzymes. Uinvention conceme Sgalement 
des fragments d*ADN portant des genes du catabolisme de la betaine. 

La glycine betaine (N,N,N-trim§thylglycine) est generalement connue pour 
ses propri6t6s osmoprotectrices, conferant aux bacteries une tolerance au stress 

10 osmotique (Csonka, 1989). Pour expliquer Torigine de cette propriete, il a ete propose 
que les effets moleculaires de la glycine betaine sur I'activite de I'eau et sur la pression 
osmotique du cytoplasme chez Escherichia coli etaient plus importants que ceux des 
solutes qu'elle remplace (Cayley et al, 1992). De plus, en dehors de ses potentialites 
osmopiotectrioes, il a ete decrit que la glycine bStaine pouvait egalement favoriser la 

15 production d*enzymes (JP 8260709) ou de metabolites, tels que des acides amines 
(brevet JP 202703) ; des antibiotiques (brevet AU 825513) et des vitamines (White et 
al. 1971). Toutefois, la plupart des bacteries sauf les cj^obactgries et d'autres 
procaryotes fixant le C02> ne synthStisent pas la glycine b§tame, qui est 
principalement synthfetisee par les plantes. Celle-ci doit done etre ajoutee aux milieux 

20 de production dans les fermentetirs, ce qui genere un cout supplementaire dans un 
precede industriel. La piesente invention apporte une solution a ce probleme. 

La demanderesse a en effet demontre qu'il est possible, en modifiant le 
catabolisme de la betaine des cellules, notamment par des moyens genetiques, de 
potentialiser I'effet de ce compose sur la production d'enzymes ou de metabolites sans 

25 ai^ecter la vitesse de croissance des cellules, leur viabilite, etc, dans des conditions 
industrielles de fermentation. La demanderesse a egalement identifie, isole et 
caract6rise des fragments d*ADN contenant des genes impliques dans le catabolisme 
de la b6taihe. qtii permettent notammant de preparer des cellules specifiquement 
modifiees au niveau du catabolisme de la betame, et dont rles modifications sont 

30 stables segregationnellement et non reversibles. Ces fragments permettent egalement 
de stimuler le catabolisme de la b6taine par amplification des activites enzymatiques 
appropriees. La presente invention permet done de potentialiser les effets de la betaine 
et, de ce fait, d'utiliser ce compose de maniere economique dans des procedes 
industriels de fermentation. 
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Un premier objet de I'invention conceme done une cellule modifiee, 
presentant une modification au moins au niveau tfun gene implique dans le 
catabolisme de la betaine. 

Dans un premier mode particulier de realisation, le terme cellule modifiee 
5 designe plus particulierement toute cellule presentant ime substitution et/ou une 
dSl§tion et/ou une insertion d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes consideres et 
degradant moins rapidement la betame. De telles modifications peuvent etre obtenues 
in vitro (sur les fragments d'ADN isoles portant des genes du catabolisme de la 
betame) ou in situ , par exemple. au moyen des techniques du genie genetique, ou 

1 0 encore en exposant lesdites cellules a un traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Par agents mutagenes» on peut citer par exraiple les agents physiques tels que 
les rayonnements energetiques (rayons X, g, ultra violet, etc.), ou les agents 
chimiques capables de reagir avec differents groupements fonctionnels des bases de 
TADN, et par exemple les agents alkylants [ethylmethane sulfonate (EMS), N-methyl- 

15 N-nitro-N-nitrosoguanidine, N-nitroquinoleine-l-oxyde (NQO)], les agents 
bialkylants, les agents intercalants, etc... 

Par deletion on entend la suppression de tout ou partie du gtne consider6. D 
peut s'agir notamment d*tme partie de la region codante et/ou de tout ou partie de la 
region promotrice de la transcriptic»i. 

20 Les modifications g6n6tiques peuvent egalement Stre obtenues par dimiption 

genique, par exemple selon le protocole initialement decrit par Rothstein (1983)* Dans 
ce cas, tout ou partie du gene est preferentiellement perturbe pour permettre le 
remplacement, par recombinaison homoiogue, de la sequence genomique sauvage par 
une sequence non f onctionnelle ou mutante preparee m vitro . 

25 La ou lesdites modifications peuvent etre localisees dans la partie codante du 

gene ou dans les regions responsables de Texjwession et/ou de la regulation 
transcriptionelle desdits genes. L'incapacite (totale ou partielle) desdites cellules a 
degrader la hktsSne peut se manifester soit par la production d'enz}mies inactives en 
raison de modifications structurales ou conformationelles, soit par Tateence de 

30 production, soit par Ik production d'enzymes ayant une activite alteree, ou encore par 
la production d'enzymes naturelles a un niveau att6nu6 ou selon un mode de regulation 
desire. 

Par ailleurs, certaines modifications telles que des mutations ponctuelles sont 
par nature capables d'etre corrigees ou attenuees par des mecanismes cellidaires, par 
35 exemple lors de la replication de TADN precedant la division cellulaire. De telles 
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modifications genetiques ont alors un intergt limite au niveau industriel puisque les 
proprietes ph6notypiques qui en resultent ne sent pas parfaitement stables. Selon la 
presente invention, il est maintenant possible grace a Tidentification de fragments 
d'ADN portant des genes du cataboiisme de la betaine, de preparer des cellules 
5 modifiees dans lesquelles la ou lesdites modifications sont stables s6gregationellement 
et/ou non-reversibles. Les cellules presentant de telles modifications sont 
particulierement avantageuses comme hote cellulaire pour la production de metabolites 
et/ou d*enzymes. 

Dans un autre mode particulier de realisation, les cellules modifiees de 
10 rinvention sont des cellides dans lesquelles xm gene au moins implique dans le 
cataboiisme de la betaine est amplif ie, et qui degradent de ce fait plus rapidement la 
betauie. 

^amplification peut etre obtenue par introduction dans la cellule d'un 
fragment d'ADN portant tin gene du cataboiisme de la betame. Ce fragment fait 

15 pr6f6rentiellement partie d*un vecteur, qui peut etre a replication autonome ou 
integratif . Par aiUeurs, le fragment d'ADN peut etre homologue ou h6terologue vis-&- 
vis de la cellule modifiee, c'est-a-dire que le ou les genes amplifies peuvent Stre des 
genes de la dite cellule ou des genes provenant d*autres sources cellulaires et codant 
pour une activite de meme type. Le choix du vecteur et de Forigine du fragment 

20 amplifie depend des cellules considerees et des applications envisagees. Le fragment 
tfADN peut etre intoduit dans les cellules par toute methode permettant d'introduire 
un ADN etranger dans une cellule. II peut s'agir notamment de transformation, 
electroporation* conjugaison, fusion de protoplastes, ou toute autre technique connue 
de Thomme de Tart. 

25 D'apres les etudes, effectuees essentiellement c^ez Rizobiimi meliloti ; la 

degradation de la glycine betame se realise sur des milieux de faible osmolarite, par 
trois demethylations successives (voir figure 1). La premiere etape est catalysee par la 
b§t^e-homocy5(eine metfayltcansferase E.C. 2.1.1.5. et conduit a la dimethylglycine ; 
la deuxieme est catalysee par la dimethylglycine deshydrog^nase E.C. 1.5.99.2. et 

30 genere la monomSthylglycine ou sarcosine ; enfin la ttx>isieme est catalysee par la 
sarcosine deshydrogenase E.C. 1.5.99,1 et le produit de la reaction est la glycine 
(Smith etal. 1988). 

Preferentiellement, les modifications que presentent les cellules de Tinvention 
affectent Tune des deux premieres etapes du cataboiisme de la betaine, ou 
35 eventuellement les deux premieres etapes simultanement 
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Preferentiellement, les cellules de rinvention sont des cellules productrices de 
metabolites et/ou d'enzymes. A cet egaid, il peut egalement s'agir de cellules 
recombinees productrices de metabolites et/ou d*en2ymes, c'est-a-dire de cellules 
modifiees par les techniques de TADN recombinant en vue d'amSlioiTer leur capacite 
5 de production (Cf. notamment WO 91/11518, EP 346000). Encore plus preferen- 
tiellement, les cellules de Tinvention sont choisies pamii les cellules du genre 
Pseudomonas, Streptomyces, actinomyoetes, Eropionibacterium, Caynebacterium, 
Bacillus, Escheridiia, Salmonella, Rhizobium, Agrobacterium, Rhodopseudomonas, 
Xanthomonas, Clostridium et Methanobacterium. 

10 Un autre aspect de I'invention conceme un procede de preparation de cellules 

presentant une modification dHm gene au moins implique dans le catabolisme de la 
b^tame, utilisables dans des conditions industrielles de fermentation. 

La presente invention decrit en effet Tidentification, Tisolement et la 
caracterisation de fragments d'ADN contenant des genes impliques dans le 

15 catabolisme de la betaine. Ces fragments permettent maintenant de preparer des 
cellules specifiquement modifiees au niveau du catabolisme de la betaine. II est en 
effet pos^ble de modifier m vitro les fragments decrits pour les rendre non 
fonctionnels et de les leintnxiuire dans une cellule determinee, dans laquelle ils vont 
se substituer par double recombixiaison homologue a la copie genomique f onctionnelle 

20 correspondante. II est egalement possible, sur la base des fragments ainsi isol6s, 
d'elaborer des sondes qui s'integreront dans le genome d'une cellule desir6e, 
specifiquement dans le gtne correspondant 

Plus particulierement, le procede de I'invention consiste a remplactf le ou les 
genes chromosomiques considerSs par des versions modifiees jn vitro. 

25 Un autre objet de I'invention conceme im fragment d*ADN portant un g&ne 

au moins du catabolisme de la b6taine. 

Plus particulierement, la presente invention est iliustree par I'isolement et la 
caracterisation de fragments d'ADN de Pseudomonas denitrificans compl6mentant les 
mutants bloques dans le catabolisme de la glycine b6tame en dimethylglydne et oeux 

30 bloques dans le catabolisme de la dimethylglycine en sarcosine ; c'est-a-dire les 
fragments d'ADN contenant des genes impliques dans la degradation de la glycine 
betaine en dimethylglycine et de la dimethylglycine en sarcosine. Les fragments 
d'ADN selon la presente invention ont ete isoles a partir dune souche de 
Pseudomonas denitrificans SC510, derivee de la souche MB580 (brevet US 

35 3 018 225). Ces fragments ont ete obtenus par : 



BNSOCXIO: <WO_94138l3AlJ_> 



wo 94/13813 PCT/FR93/01202 



(i) preparation de mutants bloques dans le catabolisme de la betame. Differentes 
techniques deja mentionnees plus haut sont utilisables a cet effet. La selection des 
mutants se fait par culture sur milieu approprie et dosage, selon les techniques 
classiques pour Thomme du metier, de la betaine ou des produits de son catabolisme. 
5 (ii) complementation de ces mutants avec Tacide nudeique d'un microorganisme 
capable de cataboliser la betaine, 

(iii) selection des mutants complementes, puis isolement et caracterisation de Fadde 
nuclSique ayant permis cette complementation, qui porte done des genes du 
catabolisme de la betame. 
10 U est clair que, a partir des fragments d*ADN identifies et isoles dans la 

presente demande, ITiomme du metier peut, notamment par des experiences 
d'hybridation, isoler et doner des genes du catabolisme de la betaine a partir d'autres 
sources cellulaires. 

Plus preferentiellement, il s'agit done du gene codant pour la betame- 
15 homocysteine methyhransf^rase, sur lequel une modification selon Tinvention induit 
dans la cellule ime diminution de Tactivite betame-homocysteine methyltransferase. 
Toujours preferentiellement, il s'agit du gene codant pour la dimethylglycine 
deshydrogenase, sur lequel, tme modification selon Tinvention induit dans la cellule 
' une diminution de TactivitS dimethylglycine deshydxogenasa 

20 Un autre objet de I'invention conceme tm procede ameliore de production 

metabolites ou d'enzymes par culture tfune cellule productrice dudit metabolite ou 
enzyme, modifiee au niveau de son catabolisme de la betame, dans des conditions de 
production, puis recuperation dudit metabolite ou enzyme. 

Selon un premier mode de realisation, la cellule productrice presente une 
25 modification au moins au niveau d'im gene implique dans le catabolisme de la betaine 
et degrade moins rapidement la bStame. 

P^ferentiellement, selon le premier mode de realisationp la ou les modifi- 
cations sont stables segregationnellement et/ou non reversibles. 

Dans une variante pref ^6e de Finvention, la ou les modifications sont des 
30 deletions et/ou des insertions mutatiormelles. 

Selon tm deuxieme mode de realisation, un g^e au moins de la cellule 
productrice, implique dans le catabolisme de la bStame, est amplifie et ladite cellule 
degrade plus rapidement la betame. 
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Le precede de rinvention est particulierement adapte a la production de 
metabolites tels que les acides amines, les vitamines, les antibiotiques, leuis derives ou 
leurs precurseurs. 

Le precede de Tinvention peut notamment permettre la production ameliotee 
5 de cobalamine, et de preference de vitamine B12. 

La prSsente invention est compl6tee par les exemples qui suivent, qui doivent 
etre consideies comme illustratif s et non limitatife. 

Techniques generales de Biologie Moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
10 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d' ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesitmi, TelectrophOTese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d*ADN par el^troelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli etc, sont Wen 
15 connues de Thomme de metier et sont abondamment d&;rites dans la litt^rature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor. N.Y.. 1982 ; Ausubel RM. et al. (eds). "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New YotIc, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 
20 (Biolabs), ou Pharmacia et sont utilisees selon les recommandations des foumisseurs. 

Les plasmides de type pBR322 et pUC sont CMigine commerciale (Bethesda 
Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon lexu" taiUe par 
61ectrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au jAenol ou par un 
25 melange phenol/chloroforme, precipites a I'ethanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Boehringer) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le fragment de 
Klenow de TADN Polymerase I d'Rcoli selon les specifications du foumisseur. La 
destruction des extr^mitSs 3* pro6minentes est effectu6e en presence de TADN 
30 Polymerase du phage T4 utilis6e selon les recommandations du fabricant La 
destruction des extrfemitfe 5' p-oeminentes est effectuee par un traitement m6nag6 par 
la nuclease SL 
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La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la m6thode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 (1985) 
8749-8764]. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
5 PGR [Eolymerase-catalyzed Chain Eeaction. Saiki R.K. et al.. Science 22fl (1985) 
1350-1354 ; MuUis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (P^kin Elmer Cetus) selon les 
specifications du f abricant 

La verification des sequences nucleotidiques est effectu6e par la methode 
10 developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 (1977) 5463-5467]. 

Abreviations 

Bgtame : glycine betaihe ou N. N, N-trimetiiylglydne 
CLHP : chromatographie liquide haute pression 
DMG : dimethylglydne 
15 kb:kilobase 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Voie de degradation de la glycine betaine en glycine. Trois demethylations 
successives ont lieu, la glycine betaine est catabolisee en dimethylglydne qui est 
degradee en sarcosine elle-meme degradee en glycine. 
20 Figure 2 : Courbe de croissance en milieu minimum M. La souche non mutee SBL27 
RifT et les mutants G3728 et G3900 sont cultives en milieu nmiimum M en jresence 
de glycine b6taine comme source de carbone, leur croissance est representee sur Taxe 
des ordoim6es en nombre de oelltiles par ml, en fonction du temps en jours decrit sur 
Taxe des abscisses. 

25 Figure 3 : Cartographie du fragment tfADN de £. denitrificans complementant les 
mutants G3728, G3736, G3899 et G3900. Sur le fragment d'ADN sont mdiqufe les 
sites de restriction et la position de I'insertion du transposon des mutants 
correspondant G3728, G 3 :99 et G3900. Au dessous du fragment sont representes les 
inserts des plasmides pXL2100, pXL2101, pXL2105 et pXL2107 qui ont ete utilises 

30 pour complementer les mutants. + complementation, - pas de complementation. 

Figure 4 : Cartographie du fragment tf ADN de P. denitrificans complementant les 
mutants G3727 et G3738. Sur le fragment d'ADN sont indiques les sites de restriction 
et la position de Tixisertion du transposon de G3738. Au dessous du fragment figure 
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une partie des inserts des plasmides pXL19E2. pXL17A10, et pXL13C5 qui ont ete 
utilises pour complementer les mutants. 4- complementation^ - pas de 
complementation. 

EXEMPLE 1- Isolement de mutants de Pseudomona^ demtrificans bloques 
5 dans le catabolisme de la glycine betaine. 

Cet exemple decrit Tisolement de mutants de Pseudomonas denitrificans 
bloques dans le catabolisme de la glycine betaine en dimethylglycine et sarcosine. Ces 
mutants ont ete isoles a partir d'lme banque de mutants dans laquelle le transposon 
Tn^Sp^ est insere dans le genome de la souche Pseudomonas denitrificans SBL27 

10 RiF. Cette banque a ete realisee de la fagon suivante : Un plasmide, d6signe 
pRK2013::Tn2Sp'', a €t€ construit en inserant le gene de resistance a la 
spectinomycine Sp^ issu du plasmide pHP45Q (Prentki et al.. 1984) an site BamHI du 
transposon Tn^ (Berg et al., 1983) clone dans le plasmide pRK2013::TnS (Ditta et al., 
1980). Une conjugaison a ensuite ete realisee en melangeant les cultures en phase 

15 exponentielle de SBL27RiP* et Rcoli MC1060 (pRK2013::Tn5SpO. Les 
transconjugants RiP'Sp^ ont ete obtenus apres incubation a SO'^C pendant 5 jours, a la 
frequence de 10"^ clones par cellule receptrice. II a ete verifie pour 12 clones que le 
plasmide introduit avait bien ete perdu (I'ADN plasmidique a ete prepare puis 
introduit dans Exoli par transfomiation; aucun clone portant la resistance du plasmide 

20 n*a ete obtenu) et que le transposon Tn^Sp^ ^tait biai int6gr6 dans le genome de 
SBL27Rifr (par southern comme cela est decrit dans I'exemple 2). 

Environ 3000 mutants de cette banque ont ete leisoles sur milieu minimum 
M a gn NH4CI, 7 gfl Na2HP04, 3 gA KH2PO4. 0,5 g/1 NaCl, 1 mM MgS04, 
0,1 mM CaCl2> 10 mg/1 thiamine) solide (15 g/I d*agar Difco) ou la source de carbone 

25 est la glycine betaine a 10 g/1 puis incubes a 30®C pendant 3 jours. Ensuite, la b6tauie, 
la dimethylglycine et la sarcosine ont ete dosees dans le stunageant de culture apres 
separation par CLHP (colonne : Shodex lonpak S 801 P, longueur 50 cm, diametre 
8 mm ; temperattire: 70^C ; phase mobile : 0,01M azoture de sodium) et detection par 
refractometrie differentielle. 

30 Dix-huit mutants se sont reveles ne plus utiliser la betaine comme source de 

carbone, ce sont G3727 a G3731, G3733 a G3742 et G3897. G3899 et G3900. 

D'autre part lorsque ces mutants sont cultives, selon le protocole deja d§crit 
(Cameron et al, 1989), dans 10 ml de milieu PS4 pendant 5 jours k 30**^ de la 
betaine, ou de la dimethylglycine ou de la sarcosine peuvent etre mesurees dans le 
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surnageant de culture apres separation par CLHP et detection par refractometrie 
differentielle. De la betaine est d6tect6e dans le sumageant du mout des mutants 
G3728, G3736. G3897, G3899 et G3900 (entre 53 et 98 % de la betaine contenue 
dans le milieu initial) ; alors qu'avec les mutants G3727, G3738 et G3742 c*est de la 
5 dimethylglycine (environ 88 a 97 % de la betaine contenue dans le milieu initial) ; avec 
les mutants G3729, G3730, G3731, G3733, G3737 et G3741 c'est de la sarcosine 
(environ 64 a 75 % de la betaine introduite dans le milieu); avec les autres mutants 
G3734, G3735, G3739, G3740 et avec la souche hon mutee aucun des trois produits 
n'est observe, voir tableau 1, 

10 De plus, seuls SBL27 HiP et les mutants G3728, G3736, G3897, G3899 et 

G3900 poussent sur milieu minimum M solide ou la source de carbone est la 
dim^ylglycine (10 gfl). Des cultures en milieu minimum liquide, ou la source de 
carbone est la glycine b6taxne a 10 g/i, sont lealisees oomme suit : a partir d*un 
reisolement sur milieu riche LB (Cameron et al, 1989), la souche est cultivee dans 

15 5 ml de milieu LB a 30*=*C pendant 12 heures ; les cellules de cette preculture sont 
lavees en milieu minimum M, puis des inoculums de 0,2 % sont ensemences, dans huit 
Erienmeyers de 250 ml contenant 25 ml de milieu minimum M ou la source de 
carbone est la glycine betaine (10 g/1), et incubes sous agitation a 250 rpm, a 30**C. 
Aux jours 3, 4, 5, 6» 10, 14, 21, les cellules contenues dans un Erlenmeyer sont 

20 compt6es apres etalement et croissance sur milieu minimum solide ou la source de 
. carbone est la glycine betaine. Lorsque les mutants G3728 et G3900 sont cultives en 
milieu minimum liquide ou la source de carbone est la glycine betaine (10 g/1), 
pendant les trois premiers jours, aucune croissance n'est.observee alors qu'avec la 
souche SBL27 RiF la phase stationnaire est deja atteinte, voir figure 2 ; cependant au 

25 sixieme jour une phase stationnaire comparable a ceDe de SBL27 Rif est observee. 
Ce r6sultat montre que les mutants qui ne degradent pas toute la betaine (10 g/1) 
contenue dans le milieu PS4, voir tableau 1, sont capables de Tutiliser, mais apres une 
phase de latence de 3 jours par rapport a la souche non mutee, comme source de 
carbone dans vn milieu minimum contenant 10 g/1 de betaine. 

30 Ces donnees physiologiques permettent de mettre en evidence chez 

Pseudomonas denitrificans SBL27 RiF tme voie de degradation de la glycine betame 
en dimethylglycine et sarcosine ou : 

1) Tetape de degradation de la glycine betaine en dimethylglycine est bloquee (ou 
partiellement bloquee) chez les mutants G3728. G3736, G3897, G3899 et G3900 ; 
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2) I'etape de degradation de la dimSfliylglycme en sarcosine est bloquee chez les 
mutants G3727. G3738 et G3742 ; 

3) I'etape de degradation de la sarcosine est bloquee chez les mutants G3729. G3730, 
G3731. G3733. G3737 et G3741. 

5 EXEMPLE 2 - Caracterisation genStique des mutants de PsMidomonajs 
denitrificans bloqute dans le catabolisme de la betaine. 

Cet exemple decrit les experiences de biologie moleculaiie permettant de 
classer et caracteriser les mutants a I'aide de leur transposon. Le genotype de chaque 
mutant est analyse par Southern (Maniatis et al, 1982) de la fagon suivante : I'ADN 

10 genomique de chaque mutant (G3727 a G3731, G3733 a G3742 et G3897. G3899 et 
G3900) a ete prepare puis une aliquote est dig&ee par Ten^rme de restriction EcfiRI ; 
les fragments ainsi obtentis sont separ^ par Slectrophonese sur un gel d'agarose puis 
sont transferes sur une membrane Biodyne; cette memlnane est alors hybridte avec 
Tun des plasmides suivants marqu6 au a32p.dCTP. Ces plasmides sont pT27, pT28, 

15 pT30, pT31, pT34, pT35, pT36. pT37, pT38, pT39, pT40, pT42. pT97, pTOO, Ces 
plasmides ont ete obtenus par insertion au site EcoRI du vecteur pRK290 de Tunique 
fragment Eco RI genomique dans lequel est insert le transposon TnSSp*" des mutants 
G3727. G3728, G3730, G3731, G3734, G3735, G3736, G3737, G3738, G3739. 
G3740, G3742, G3897. G3900 respectivement. Les plasmides pT portant le fragment 

20 EcoRI recherche sont selectionnes par leur resistance a la spectimomycme, conf&ee 
par le transposon. En hybridant la membrane par exemple avec le plasmide pT27. 
I'ADN genomique des mutants G3727 et G3738 ne pr6sente qu'une seule bande 
radioactive correspondant a un fragment EcqM de poids moleculaiie d'environ 16 kb, 
ce qui indique que» dans ces mutants, le transposon est insert au m&me endroit En 

25 revanche, pour la souche non mutee. le fragment hybridant est de 8 kb et avec tous les 
autres mutants deux fragments hybrident. Tun comigre avec celui de la souche non 
mutee et I'autre possede tme taille variable superieure a la taille du transposon (8 kb) 
(de Bruijn, 1987 ; Prentki, 1984). Les hybridations successives avec chacim des 
plasmides ont permis de regrouper les mutants par classes d'hybridation de 1 a 12, 

30 voir tableau 1. 

D'autre part les plasmides pT27. pT28. pT30, pT31. pT34, pT36, pT37. 
pT38, pT97, pTOO ont 6te utilises pour leintroduire par double recombinaison 
homologue la mutation provenant de Tinsertion du transposon, dans la souche non 
mutee SBL27 Rif^, selon un protocole deja decrit (Cameron et al. 1991). Poiu" les 



BNSOOCID: <WO 0413ai3Ai I > 



wo 94/13813 




PCT/FR93/01202 



souches ainsi obtenues par disruption genique, le genotype a ete verifie par Southern 
comme cela vient d'etre decrit dans le paragraphe precedent ; et le ph§notype a ete 
detennine apres analyse des composes detectes dans le sumageant des cultures en 
milieu PS4 comme decrit dans Texemple 1. 
5 Pour toutes les souches obtenues par disruption genique, qui conduisent au 

meme phenotype que les souches mutees initiales, voir tableau 1, les quantites des 
composes detectes sont comparables. Ces souches appartiennent: 

1) soit a la classe tfhybridation 5 et accumulent de la betaine, 

2) soit a la classe d'hybridation 2 et accumulent de la dimethylglycine, 
10 3) soit a la classe d*hybridation 4 et accumulent de la sarcosine. 

De plus, ime deletion tfun fragment genomique figlll de 10 kb et insertion 
d*une cassette de resistance a la spectinomycine ont ete r6alisees a partir du plasmide 
pT28. La souche, dont le genotype a ete verifie par Southern (comme cela est dealt 
dans le premier paragraphe de cet exemple) presente le meme pheno^^ 
15 d'accumtdation de betaine que les souches dScrites dans la classe ^hybridation 5. 
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Tableau 1. Classification des mutants bloqu^ dans le catabolisme de la b6ta&ie en 
sarcosine. 



Souches 


Classes 


Composes detect 


is chez les souches 


G 


rThvbridation 


mutants initiaux 


disruptants senStioues 






T»v/frj fifi coil 




3728 


5 


Betaine 53 % 
sarcosine 13% 


B&tauie 




3 


Sarcosine 68 % 


ND 






Sarcosine 69 9^ 


0 




4 


Sarcosine 64 % 


Sarcosine 




4 


Sarcosine 69 % 


ND 




7 


0 


0 


3735 


8 


' 0 


ND 


3736 


1 


B6taine 62 % 


0 


3737 


4 


Sarcosine75 % 


Sarcosine 


3738 


2 


DMG 91 % 


DMG 


3739 


9 


0 


ND 


3740 


10 


0 


ND 


3741 


4 


Sarcosine 64% 


ND 


3742 


11 


DMG 97% 


ND 


3897 


12 


BStaine 96 % 


0 


3899 


5 


B6taine95% 


ND 


3900 


5 


B6tauie 98 % 


Betaihe 



EXEMPLE 3 - Complementation de mutants de Pseudomonas denitrificans 
5 bloques dans les etapes de demethylations de la glycine betaine en sarco^ne. 

Cet exemple d6crit risolement de fragments d' ADN de P-denitrificans portant 
des g&nes impliques dans la degradation de la betaihe en sarcosine. Ces fragments ont 
ete mis en evidence par des experiences dliyhridation, en utilisant Tinsert des 
plasmides pT28 ou pT38 comme sonde et la banque de plasmides contenant des 
10 fragments Sail3AI de TADN de P. denitrificans clones dans pXL59 (Cameron et al, 
1989). Les inserts des plasmides hybridant avec la sonde ont ete cartographies. Des 
clones ou des sous-clones, qui ont ete constniits (Maniatis et al, 1982) dans les 
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vecteiirs derives de RSFlOlO (Cameron et al, 1989) » ont &t6 introduits par 
conjugaison (Cameron et al, 1989) chez les mutants bloques dans le catabolisme de la 
betame en dimethylglycine ou chez les mutants bloques dans la degradation de la 
dimethylglycine en sarcosine. La complementation des mutants par les clones ou les 
5 sous-clones a ete determinee par Fabsence daccumulation de la betame, 
dimethylglycine ou sarcosine dans le sumageant de ctdture des souches 
transconjuguants cultivees en milieu PS4» comme decrit dans Texemple 1. 

3-1 Fragment d'ADN de P- denitrificans portant des genes impliques dans la 
degradation de la betame en dimethylglycine. 

10 Les clones hybridant avec pT28 ont ete introduits chez les mutants G3728, 

G3736, G3897, G3899 et G3900 bloques dans le catabolisme de la b6taihe en 
dimethylglycine. Comme cela est presente sw la figure 3, deux sous-clones pXL2105 
et pXL2107 contenus sur le fragment EqqRI de 12 kb complementent quatre mutants 
parmi les dnq G3728, G3736, G3899 et G3900. L*un des sous-clones pXL2105 

15 ccmtient tm fragment Sstl -Xhol de 3,4 kb clon6 dans le vecteur pXL435 (Cameron et 
al, 1989) et complemente deux mutants G3900 et G3899 ; I'autre pXL2107 contient 
un fragment Bam HI-EcoRI de 4 kb clone dans pKT230 (Cameron et al, 1989) et 
complemente les mutants G3728 et G3736. D'autre part Tinsertion du transposon chez 
les mutants G3728, G3899 et G3900 a bien ete cartographiee sur ce fragment Eco RI 

20 de 12 kb ; ce qui n*est pas observe chez le mutant G3736, il se peut que le phenotype 
de ce mutant ne soit pas correle a la position du transposon, puisque le mutant obtenu 
apres genetique reverse n'accumule pas de b6taihe, voir Fexemple 2. Par consequent 
au moins deux genes sont impliques dans Tetape de degradation de la b^taine en 
dimethylglycine. 

25 3-2 Fragment d'ADN de P.denitrificans portant des genes impliques dans la 
degradation de la dimethylglycine en sarcosine. 

Les clones hybridant avec pT38 ont ete introduits chez les mutants G3727, 
G3738 bloques dans le catabolisme de la dimethylglycine en sarcosine. Comme cela 
est presente sur la figure 4, deux clones issus de la banque et se cartographiant sur un 
30 fragment EcoRI-EcoRI- Eco RI de 14,5 kb complemente G3727 et G3738. L'lm des 
sous-clones pXL19E2 contient im fragment EsqRI de 6,6 kb et Tautre pXL13C5 
contient le fragment Eco RI -Eco RI -EcoR I de 14,5 kb. Par consequent au moins un 
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gene, cartographie sur le fragment d§crit sur la figure 4, est implique dans Tetape de 
degradation de la dimethylglycine en sarcosine. 

EXEMPLE 4 - Amelioration de la production de vitamine B12 chez une souche 
pseudomonas denitrificans modifiee dans Ic catabolisme de la glycine betaihe. 

5 Cet exemple illustre ramelioration de la production de oobalamines d'tine 

souche productrice de cobalamines par disruption de genes impliques dans le 
catabolisme de la betame en dimethylglycine. 

La mutation, qui est responsable du phenotype du mutant G3728 (ou 
G3900), est generee par le transposon qui est cartographie sur le fragment EcqRI* 

10 clone dans le pT28 (ou pTOO) et decrit dans Texemple 2. Cette mutation a ete 
introduite par double recombinaison homologue dans la souche de P.dgnitryficans 
SC510 RifT, productrice de cobalamines (Cameron et al. 1991). Pour les deux 
souches ainsi obtenues SC510 Rif«'::pT28 et SC510 Rifr::pTOO par g&i6tique reverse, 
le genotype a 6t6 verif ie par Southern comme d&:rit dans Texemple 2, et la production 

15 de cobalamines a 6t6 detemiin6e aprds analyse par CLHP (colonne : Asahibak OD50, 
longueur : 15 cm, diametre : 6 mm, phase mobile : acetonitriW 0,1 M cyanure de 
potassium) et detection ultraviolette (longueur d'onde : 365 nm) de la vitamine B12 
contenue dans les cultures des souches poussees pendant sept jours a 30**C dans des 
Erlenmeyers de 250 ml contenant 25 ml de milieu PS4 ou la glycine betaine est a 

20 2 mg/1, selon un protocole deja decrit (Cameron et al, 1989). Les lesultats de ces 
dosages sont indiques dans le tableau 2, Us reprisentent la valeur moyenne obtenue 
pour deux cultures dans les quatre exp&iences f aites ind^pendemment 

Dans les conditions de culture utilisees, la production de cobalamines est 
augmentee d'un facteur 10, par rapport & la souche SCSlORif^, chez les soudies 

25 mutees dans un fragment genomique EcqRI de 13 kb, voir figure 3, dont TADN code 
pour des genes impliqu6s dans le catabolisme de la betaine en dimethylglycine. Ces 
resultats montrent clairement qu'en modifiant le catabolisme de la betaine des souches 
de rinvention, leur capacite de production de metabolites a ete augmentee. 
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Tableati 2. Production de vitamine B12 chez les souches mutees dans le fragment 
EqqRI portant des gtees impliques dans le catabolisme de la betaxne en 
dimethylglycine. Les niveaux de production des souches modifiiees sont donnes par 
rapport a la production de la souche ScSlO Rif^, qui a ete arbitraiiement fixee a 1. 

5 



Souches / Experience 


1 


2 


3 


4 


ScSlORifT 


1 


1 


1 


1 


SC510 Rifr::pT28 


10,5 


11 


22 


14,5 


SC510 RifT-pTOO 


11 


8 







References hihliof»raphi«|iif!s 

Berg D. et al., 1983, Bio/Technology 1 :417-435 

F. de Bruijn. 1987. Methods in Enzyniology.154 : 175-156. 

B. Cameron, K. Briggs, S. Pridmore, G. Brefort and J. Croiizet 1989. J. Bacteriol. 
10 171:547-557. 

B. Cameron, C Guilhot, F. Blanche. L. Cauchois, M. Rouyez. S. Rigault. S. Levy- 

Sdul and Crouzet. 1991. J. Bacteriol. 173:6058-6065. 

S. Cayley, B. Lewis and T. Record. 1992. J. Bacteriol. 174:1586-1595. 

L. Csonka. 1989. Microbiol. Rev. 53:121-147. 
15 Ditta,G.etal., 1980. Proc.NatLAcad.Sci. USA 77: 7347-7351. 

J. Graham and B. Wilkinson. 1992. J. Bacteriol. 174:2711-2716. 

T. Maniatis, E. Fritsch and J. Sambrook. 1982. Molecular cloning: a laboratory 

manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York. 

A. Oren. 1990. Antonie van Leeuwenhoek 58:291-298. 
20 P. Prentki and H. Krisch. 1984. Gene. 29:303-313. 

Rothstein 1983. Meth. Eniymol. Ifli 202. 

L. Smith, J. Pocard, T. Bernard, D. Le Rudulier. 1988. J. Bacteriol. 170: 3142-3149. 
R. White and A. Demain. 1971. Biochim. Biophys. Acta. 237:112-119. 



BNSOgCIO: <WO_9413813A1J_> 



wo 94/13813 



PCT/FR93/01202 



16 

PRVRNDTrATrONS 

1. Precede microbiologique de production de metabolites et/ou enzymes par 
culture d'une cellule productrice dudit metabolite et/ou enzyme dans des conditions de 
production puis recuperation dudit metabolite et/ou enzyme, caract^rise en ce que la 

5 cellule productrice presente une modification au moins au niveau dW gene inr^lique 
dans le catabolisme de la b^tauie. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce la ou les modifications 
sont des substitutions et/ou des insertions et/ou des deletions d*tme ou plusieurs bases 
et/ou des disruptions, et en ce que la cellule degrade moins rapidement la betaihe. 

10 3. Procede selon la revendication 2 caracteris6 en ce que la modification est 

stable s6gregationnellement eVbu non reversible. 

4, Procede selon les revendications 2 ou 3 caracterise en ce que la ou les 
modifications portent sur la partie codante du ou desdits genes et/ou sur les regions 
responsables de Texpression et/ou de la regulation transcripdonnelle desdits genes. 

15 5. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que tm gene au moins 

implique dans le catabolisme de la betame est amplifie et en ce que la cellule degrade 
de ce fait plus rapidement la betame 

6. Proc6de selon les revendications 1 a 5 caracterise en ce que la oeUule est 
choisie parmi les cellules du genre Pseudomonas, Streptomyces, Actinomycetes, 

20 Propionibacterium, Corynebacterium, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Rhizobium, 
Agrobacteritun, Rhodopseudomonas, Xanthomonas, Clostridium et 
Methanobacterium. 

7. Procede selon les revendications 1 a 6 caracterise en ce que le metabolite 
est choisi parmi les acides amines, les vitamines, les antibiotiques, leurs derives ou 

25 leurs pr6curseurs. 

8. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que le metabolite est 
une cobalamine, et de preference la vitamine B12. 
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9. Cellule caracterisee en ce qu'il s'agit d'tine cellule recombin§e ptoductrice 
de metabolites et/ou tfenzymes et en ce qu'elle piesente une mcxlification au moins au 
niveau d*un gdne impliquS dans le catabolisme de la betaihe. 

10. Utilisation d'une cellule productrice de metabolites et/ou d'enzymes 
5 presentant une modification au moins au niveau dun gene implique dans le 

catabolisme de la betaine» potir la production de metabolites et/ou enzymes. 
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